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for Specified Health Uses: FOSHU)の有効成分 に認定され、アメリカでは




解するが、一部のβ-Gal は、糖転移反応により GOS を生成する。β-Gal の反
応機構は図 1 に示した通りであるが、基本的に、水分活性の高い条件では主と
して加水分解反応が起こり、高濃度の乳糖存在下では、加水分解よりも糖転移
反応が優先される。これまで多くの微生物（Bacillus circulans, Aspergillus 
oryzae, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Sporobolomyces 






られている 4）。各種β-Galの酵素学的性質と生成される GOS構造の違いを表 1
に示した。B. circulans が生産するβ-Gal は強い糖転移活性を示し、フリース
ランドカンピーナ社（オランダ）より Vivinal® GOS として世界的に製造・販
売されている。このVivinal® GOSの 2糖から 5糖までのGOSの全構造が 2014

























































分子量（kDa） 至適pH 至適温度（℃） GOSの鎖長 主要成分の構造
カビ Aspergillus oryzae GH-35 110 4.5-5.0 55 3-5糖 6'-GL
Bacillus circulans GH-42 160 6.0 60 3-6糖 4'-GL
Streptococcus thermophilus GH-2 540 6.5 55 2, 3糖 6'-GL
Cryptococcus laurentii - 200 4.3 60 3糖>>4糖 4'-GL
Sporobolomyces singularis GH-1 146 3.5 45 3-6糖 4'-GL





















起源の異なるβ-Gal の転移反応を応用して 4P-X の合成を検討した 10）。その方
法は、ラクトースを出発原料として、酵母（K. lactis）のβ-Gal でラクトース
還元末端側のグルコース6位にガラクトースが結合した6-GLを合成し、その後、





















応の経過は、分析用薄層クロマトグラフィー（Merck社製 TLC Silica gel 60 F254 
Glass plate 20×20 cm）で追跡した。呈色はアニスアルデヒドを用いた。シリカゲ
ルクロマトグラフィーは、関東化学社製 Silica Gel 60N (Spherical, neutral, 63-210 
µm)、または関東化学社製 Silica Gel 60N (Spherical, 40-100 µm)、を用いた。また、
活性炭クロマトグラフィーは、和光純薬社製の活性炭（酸処理済）を用いた。1H 
核磁気共鳴スペクトルは、JEOL JNM-ECX-400P (400 MHz)、もしくは Varian NMR 
System 600 (600 MHz) を用いて測定した。化学シフト値は、重クロロホルム溶媒
ではトリメチルシラン（0.00 ppm）を内部標準とし、重水溶媒中ではアセトン
（2.225 ppm）を内部標準とした。 13C 核磁気共鳴スペクトルは、 JEOL 





2. 4,6-O-Benzyliden-D-glucopyranose (2) 
グルコース (1) (1.00 g, 5.55 mmol) を N, N-ジメチルホルムアミド溶液 (11.0 
mL) に加え、60 °C に加温し溶解させた。そこへベンズアルデヒドジメチルア
セタール (1.24 mL, 8.33 mmol)、パラトルエンスルホン酸一水和物 (10 mg) を加





として、グルコース保護体 2 (799.5 mg, 2.98 mmol, 収率 53.7%) を得た。 
2 (= 2:3): 1H-NMR (400 MHz, DMSO): 7.40 (m, 2H), 7.33 (m, 3H), 5.52 (s, 
0.6H), 5.51 (s, 0.4H), 4.94 (d, J = 4.1 Hz, 0.4H), 4.39 (d, J = 7.3 Hz, 0.6H), 4.12 (dd, J = 
12.6, 4.6 Hz, 0.6H), 4.05 (dd, J = 9.8, 4.6 Hz. 0.4H), 3.79-3.72 (m, 0.4H), 3.65-3.58 (m, 
1.2H), 3.38-3.21 (DMSO のピークと重なり帰属不可), 3.01 (t, J = 8.0 Hz, 0.6H); 
 
3. Acetyl 2,3-di-O-acetyl-4,6-O-benzyliden-D-glucopyranoside (3) 
グルコース保護体 2 (1.416 g, 5.28 mmol) のピリジン溶液 (26 mL) に無水酢
酸 (7.5 mL, 79.2 mmol) と 4-ジメチルアミノピリジン (193.0 mg, 1.58 mmol) を
加え、室温で 1 時間撹拌した。1 時間後、反応溶液を減圧下、溶媒留去した。
残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、酢酸エチル/ヘキサン (1/1) 
溶出部より、白色結晶として、グルコース保護体 3 (1.954 g, 4.955 mmol, 収率
93.8%) を得た。 
3 = 3:2): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.42 (m, 2H), 7.36 (m, 3H), 6.30 (d, J = 
3.6 Hz, 0.6H), 5.78 (d, J = 8.2 Hz, 0.4H), 5.58 (t, J = 9.9 Hz, 0.6H), 5.52 (s, 0.6H), 5.50 
(s, 0.4H), 5.36 (t, J = 9.4 Hz, 0.4H), 5.16-5.09 (m, 1H), 4.38 (dd, J = 10.1, 4.6 Hz, 0.4H), 
4.32 (dd, J = 10.5, 5.0 Hz. 0.6H), 4.03 (m, 0.6H), 3.79-3.63 (m, 1.4H), 2.18 (s, 1.8H), 
2.11 (s, 1.2H), 2.07 (s, 1.8H), 2.05 (s, 1.2H), 2.04 (s, 1.2H), 2.03 (s, 1.8H); 
 
4. Acetyl 2,3-di-O-acetyl-6-O-benzyl-D-glucopyranoside (4) 
グルコース保護体 3 (1.012 g, 2.57 mmol) のジクロロメタン溶液 (26 mL) に
モレキュラーシーブス 4A  を加え、室温で 10 分間撹拌した。その後、トリエ
チルシラン (4.09 mL, 25.7 mmol) を加えた。反応溶液を 0 ℃に冷却し、トリフル
12 
 
オロ酢酸 (1.97 mL, 25.7 mmol) を 5 分かけてゆっくり加えた。反応溶液を室温





ス保護体 4 (621.9 mg, 1.569 mmol, 収率 61.0%) を得た。 
4 2:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.38 – 7.28 (m, 5H), 6.30 (d, J = 3.7 Hz, 
0.6H), 5.69 (d, J = 7.8 Hz, 0.4H), 5.33 (t, J = 9.6 Hz, 0.6H), 5.13-5.01 (m, 1.4H), 
4.63-4.52 (m, 2H), 3.97-3.92 (m, 0.6H), 3.88-3.77 (m, 2H),  3.75-3.63 (m, 1.4H), 2.16 
(s, 1.8H), 2.11 (s, 1.8H), 2.094 (s, 1.2H), 2.092 (s, 1.2H), 2.03 (s, 1.2H), 2.02 (s, 1.8H); 
 
5. Acetyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3-di-O-acetyl-6-O-benzyl-D-glucopyranoside (6) 
グルコース保護体 4 (200.7 mg, 0.506 mmol) とガラクトース保護体 5 (373.9 
mg, 0.759 mmol) をトルエン溶液 (2 mL) に溶解し、減圧下溶媒を留去した。糖
受容体 4 および糖供与体 5 の水分を除去した。溶媒留去後の結晶にジクロロ
メタン溶液 (2 mL)、モレキュラーシブス 4A を加え、室温で 30 分間撹拌した。
その後、-40 °C （ドライアイスによりアセトン溶液を冷却し調製） で TMSOTf 
のジクロロメタン溶液 (50.6 mM, 1 mL, 50.6 µmol) を 2 分かけて滴下し、撹拌
を続けた。反応開始から 30 分後、TMSOTf のジクロロメタン溶液 (506 mM, 0.2 
mL, 101 µmol) を滴下し、撹拌を続けた。反応開始から 1 時間後、反応温度を 
-40 °C から -20 °C に昇温した。-20 °C にて 2 時間撹拌を続けた。反応開始か




水溶液 (20 mL) に、0 °C にて加え撹拌した。溶液の水層とジクロロメタン層を
分離後、水層を酢酸エチル (50 mL×2) で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾
燥した。有機層をろ過後、減圧下溶媒を留去した。残渣をフラッシュシリカゲ
ルカラムクロマトグラフィーに付し、酢酸エチル/ヘキサン (1/1→2/1) 溶出部よ
り、白色結晶として、ラクトース保護体 6 (195.4 mg, 0.269 mmol, 収率 53.1%) を
得た。 
6 (= 1:4): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 7.43–7.33 (m, 5H), 6.30 (d, J = 4.1 Hz, 
0.8H), 5.63 (d, J = 8.2 Hz, 0.2H), 5.40 (t, J = 9.9 Hz, 0.8H), 5.29 (d, J = 2.8 Hz, 0.8H), 
5.26 (d, J = 2.8 Hz, 0.2H), 5.17 (t, J = 9.4 Hz, 0.2H), 5.10-4.95 (m, 1.6H), 4.81-4.73 (m, 
2H), 4.44 (d, J = 11.9 Hz, 0.8H), 4.40-4.33 (m, 1H), 4.09-3.97 (m, 3H), 3.85 (d, J = 10.1 
Hz, 0.8H), 3.77 (d, J = 2.8 Hz, 0.4H), 3.74 (d, J = 2.3 Hz, 0.8H), 3.69-3.65 (m, 2H), 
2.17 (s, 2.4H), 2.14 (s, 2.4H), 2.13 (s, 0.6H), 2.10 (s, 0.6H), 2.08 (s, 3H), 2.03 (s, 2.4H), 
2.024 (s, 0.6H), 2.018 (s, 0.6H), 2.00 (s, 2.4H), 1.965 (s, 2.4H), 1.958 (s, 0.6H), 1.95 (s, 
2.4H), 1.93 (s, 0.6H);  
 
6. Acetyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3-di-O-acetyl-D-glucopyranoside (7) 
ラクトース保護体 6 (150.6 mg, 75.4 µmol) のメタノール溶液 (4.1 mL) に窒素
雰囲気下、パラジウム炭素（パラジウム 5% 担持、55% 水湿潤品、150.6 mg）
を加えた。フラスコ内の窒素ガスを水素ガスに置換し、室温で 22 時間撹拌し
た。22 時間後、反応溶液中のパラジウム炭素をセライトでろ過した。このとき、





て、ラクトース保護体 7 (122.9 mg, 0.1932 mmol, 収率 93.3%) を得た。 
7 (= 3:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6.27 (d, J = 3.7 Hz, 0.75H), 5.69 (d, J = 
8.2 Hz, 0.25H), 5.47 (t, J = 9.9 Hz, 0.75H), 5.35 (dd, J = 3.24, 3.20Hz, 1H), 5.24 (t, J = 
9.4 Hz, 0.25H), 5.15-5.08 (m, 1H), 5.05-4.95 (m, 2H), 4.64 (d, J = 8.2 Hz, 0.75H), 4.63 
(d, J = 8.2 Hz, 0.25H), 4.17-4.05 (m, 2.25H), 4.03-3.89 (m, 2.25H), 3.87-3.74 (m, 2.5H), 
3.54 (d, J = 9.6 Hz, 0.25H), 2.18 (s, 2.25H), 2.16 (s, 2.25H), 2.15 (s, 0.75H), 2.10 (s, 
0.75H), 2.06 (s, 7.5H), 2.052 (s, 0.75H), 2.048 (s, 0.75H), 2.03 (s, 0.75H), 2.02 (s, 
2.25H), 1.971 (s, 2.25H), 1.968 (s, 0.75H); 
 
7. -D-galactopyranosyl-(1→4)-D-galactopyranose (10) 
 β-Gal の糖転移反応によりガラクトビオース 10 を合成した。アクセプターを
ガラクトース 8、ドナーをラクトース 9とし、β-ガラクトシダーゼは B. circulans 
由来のビオラクタ FN5（天野エンザイム㈱）を使用した。10 ml の基質溶液〔ガ
ラクトース 25%, ラクトース 25%, 100 mMリン酸ナトリウム Buffer（pH 6.5）〕
に 0.01％となるよう酵素を添加し、50 ℃で 24 時間穏やかに振とうした。その後、










ガラクトビオース 10 とラクトース 9 (554.7 mg, 1.62 mmol) のピリジン溶液 
(16 mL) に無水酢酸 (2.3 mL, 24.3 mmol) と 4-ジメチルアミノピリジン (19.5 
mg, 0.16 mmol) を加え、室温で 3 時間撹拌した。3 時間後、無水酢酸 (2.3 mL, 
24.3 mmol) と 4-ジメチルアミノピリジン (19.5 mg, 0.16 mmol) を追加で加え、
室温で 18.5 時間撹拌した。反応終了後、反応溶液を減圧下、溶媒留去した。残
渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、酢酸エチル /ヘキサン 
(1/1.5→1/1→1/0) → メタノール/酢酸エチル (1/10) 溶出部より、白色結晶とし
て、ガラクトビオース保護体 11 (748.4 mg, 1.10 mmol, 収率 88.7%) を得た。 
11 ( = 2.3:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6.29 (d, J = 3.7 Hz, 0.7H), 5.65 (d, J = 
7.8 Hz, 0.3H), 5.37 (d, J = 3.6 Hz, 1H), 5.34 (d, J = 3.6Hz, 0.3H), 5.31 (d, J = 3.6 Hz, 
0.7H), 5.27-5.17 (m, 0.7H), 5.21 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 5.03-4.98 (m, 1.3H), 4.96 (dd, J = 
3.2, 10.3 Hz, 0.3H), 4.45 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.41-4.33 (m, 1H), 4.25 (d, J = 2.8 Hz, 
0.7H), 4.21-4.11 (m, 2H), 4.11-4.08 (m, 2H), 3.87 (dd, J = 5.5, 6.9 Hz, 1H), 2.19 (s, 
0.9H), 2.17 (s, 2.1H), 2.15 (s, 0.9H), 2.14 (s, 2.1H), 2.13 (s, 2.1H), 2.12 (s, 0.9H), 2.11 
(s, 2.1H), 2.07 (s, 3.9H), 2.050 (s, 2.1H), 2.047 (s, 0.9H), 2.03 (s, 0.9H), 2.005 (s, 2.1H), 




ガラクトビオース保護体 11 (86.7 mg, 0.128 mmol) のテトラヒドロフラン溶
液 (2.4 mL) にピペリジンのテトラヒドロフラン溶液 (2 M, 0.25 mL, 0.500 
mmol) を加え、室温で 30 時間撹拌した。その後、0 °C で 1 N 塩酸 (1 mL)、





(2/1→4/1) 溶出部より、白色結晶として、ガラクトビオース保護体 12 (61.9 mg, 
0.0973 mmol, 収率 76.0%) を得た。 
12 (= 1.5:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 5.39 (d, J = 4.1 Hz, 0.6H), 5.38-5.36 
(m, 1H), 5.31-5.15 (m, 2.2H), 5.03-4.89 (m, 1.8H), 4.62 (d, J = 7.8 Hz, 0.4H), 4.44-4.29 
(m, 2.6H), 4.24-4.13 (m, 2H), 4.10 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 3.76 (dd, 
J = 5.0, 6.8 Hz, 0.4H), 2.18 (s, 1.2H), 2.17 (s, 1.8H), 2.15 (s, 1.2H), 2.12 (s, 3.6H), 2.11 
(s, 1.8H), 2.083 (s, 3.6H), 2.078 (s, 1.8H), 2.05 (s, 3H), 2.005 (s, 1.2H), 1.997 (s, 1.8H); 
 
10. 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3,6-tri-O-acetyl--D-glactopyranosyl 2,2,2-trichloroacetimidate (13) 
ガラクトビオース保護体 12 (270.2 mg, 0.425 mmol) のジクロロメタン溶液 
(8.4 mL)にトリクロロアセトニトリル (17.2 mL, 17.0 mmol)、1,8-ジアザビシクロ




保護体 13 (285.7 mg, 0.366 mmol, 収率 86.1%) を得た。 
13 (= 1:0): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 8.64 (s, 1H), 6.51 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 
5.40-5.35 (m, 2H), 5.28 (dd, J = 2.8, 11.0 Hz, 1H), 5.20 (dd, J = 7.8, 10.5 Hz, 1H), 5.00 
(dd, J = 3.2, 10.5 Hz, 1H), 4.43 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 4.1, 11.9 Hz, 1H), 4.31 
(d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 4.15 (dd, J = 7.3, 11.5 Hz, 1 H), 4.10 (d, J 
= 6.4 Hz, 2H), 3.86 (t, J = 6.6 Hz, 1H), 2.17 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 2.12 (s, 3H), 2.05 (s, 




11. Acetyl 2,3,4,6-tetra-O-acetyl--D-galactopyranosyl-(1→4) 
-2,3,6-tri-O-acetyl-D-galactopyranosyl-(1→6)-[2,3,4,6-tetra-O-acetyl 
--D-galactopyranosyl-(1→4)]–2,3-di-O-acetyl-D-glucopyranoside (14) 
ラクトース保護体 7 (26.0 mg, 40.9 µmol) とガラクトビオース保護体 13 (47.9 
mg, 61.4 µmol)にトルエン溶液 (2 mL) を加え、減圧下溶媒を留去した。溶媒留
去後の結晶にジクロロメタン溶液 (1 mL)、モレキュラーシブス 4A (0.5 g) を加
え、-40 °C で 30 分間撹拌した。その後、 -40 °C （ドライアイスによりアセト
ン溶液を冷却し調製） で TMSOTf のジクロロメタン溶液 (4.09 mM, 1 mL, 4.09 
µmol) を 3 分かけて滴下し、撹拌を続けた。2 時間後、室温にてジクロロメタ
ン溶液 (10 mL) を加え、反応溶液を希釈した。別途調製した飽和炭酸水素ナト
リウム水溶液 (30 mL) の入った 100 mL ナス型フラスコに 0 °C 下、希釈した
反応溶液を加え、10 分間撹拌した。溶液の水層とジクロロメタン層を分離後、
水層を酢酸エチル (50 mL×2) で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥した。
有機層をろ過後、減圧下溶媒を留去した。残渣をフラッシュシリカゲルカラム
クロマトグラフィーに付し、酢酸エチル/ヘキサン (4/1→1/0) 溶出部より、無色
油状物質として、4P-X アセチル保護体 14 (22.3 mg, 17.8 µmol, 収率 43.4%) を
得た。 
14 ( = 4:1): 1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6.25 (d, J = 3.7 Hz, 0.8H), 5.62 (d, J = 
8.2 Hz, 0.2H), 5.42 (dd, J = 7.8, 8.3 Hz, 1H), 5.37 (t, J = 3.6 Hz, 2H), 5.22-5.05 (m, 
4.8H), 5.03-4.97 (m, 2.2H), 4.89 (dd, J = 3.2, 10.3 Hz, 1H), 4.66 (d, J = 7.3 Hz, 0.8H), 
4.60-4.56 (m, 1H), 4.46-4.37 (m, 1H), 4.23-4.05 (m, 6.4H), 4.00 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 
3.94-3.85 (m, 4.8 H), 3.72 (dd, J = 5.0, 6.0 Hz, 1H), 2.19 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 2.150 (s, 
3H), 2.146 (s, 3H), 2.13 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 2.09 (s, 3H), 2.06 (s, 3H), 2.054 (s, 3H), 
18 
 




4P-X アセチル保護体14 (21.9 mg, 17.4 µmol) の 45% メタノール水溶液 (1 
mL) に、ナトリウムメトキシドの 45% メタノール水溶液 (34.8 mM, 1 mL, 34.8 
µmol) を加え、室温で 9 時間撹拌した。9 時間後、減圧下溶媒を留去した。残
渣を MQ (2 mL) に溶解し、透析膜（Spectra 社製、Biotech 透析膜、MWCO: 0.1 
– 0.5 kDa、FW: 31 mm、Dia: 20 mm、vol/L: 3.1 mL/cm）を用いて、MQ 水 (1 L) に
対して透析を 6 時間行った。精製した溶液を凍結乾燥し、白色結晶として、4P-X 
(9.5 mg, 14.25 µmol, 81.9%) を取得した。 
15 ( = 1:1.5); 1H-NMR (400 MHz, D2O): 5.24 (d, J = 3.6 Hz, 0.4H), 4.69 (d, J = 
7.8 Hz, 0.6H), 4.60 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 4.50 (d, J = 7.32 Hz, 0.6H), 4.49 (d, J = 7.8 Hz, 
0.4H), 4.29 (d, J = 10.08 Hz, 0.6H), 4.23-4.18 (m, 1.4H), 4.09 (d, J = 7.8 Hz, 0.4H), 











護体 2 を得た 11）。次に、保護体 2 の 1、2、3 位の水酸基をアセチル基で保護
して、グルコース保護体 3 とした。保護体 3 に酸性条件下、トリエチルシラ
ンを作用させることで、ベンジリデンアセタールを位置選択的に脱保護し 9）、糖
受容体 4 を合成した。合成した糖受容体 4 と市販の糖供与体 5 のグリコシル






ガラクトース 8 をアクセプター、ラクトース 9 をドナーとして、B. circulans
由来のβ-ガラクトシダーゼの糖転移反応によりガラクトビオース 10 を含む











3.  4P-X (15)の合成 
合成したラクトース保護体 7 とガラクトビオース保護体 13 のカップリン
グ反応を行い、四糖 14 を合成した。合成した四糖 14 のアセチル基を脱保護
することで 4P-X (15) の合成を達成した。グルコース (1) から 4P-X (15) まで

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































※Carbohydr. Res. 2014, 400, 59-73. より引用 
 















※横軸：化学シフト値 (ppm)、∫ ：積分値（=水素の数）、 
分裂幅：結合定数  J 値 (Hz) 
 














※横軸：化学シフト値 (ppm)、∫ ：積分値（=水素の数）、 
分裂幅：結合定数  J 値 (Hz) 
 












※文献値は Carbohydr. Res. 2014, 400, 59-73. より引用 
 










献において、市販の GOS(Vivinal GOS®)を用いて、4P-X の分析条件が確立さ
れた 7）。文献情報によると、ゲルろ過カラム[Bio-gel P2(Bio-Rad Laboratories, 
inc.)]で 4 糖を分画した後に、ピリジルアミンで糖を標識し、その後 ODS カラ





マト分析がある。2014 年に Kamelingらによって、Vivinal GOS®に含まれる 2
糖～5糖の全構造がイオンクロマト分析を用いて明らかにされた 5）。イオンクロ
マトでの分析チャートを図 31 に示した。文献によると図 31 の矢印が 4P-X と
推定されたが、イオンクロマトで正確に 4P-Xを定量するには標準品が必要不可
欠である。本章では、前章で調製した 4P-X を標準品として、GOS に含まれる
4P-Xの定性・定量分析条件を検討した。ピリジルアミンとは別の蛍光物質であ
るピレンブタン酸ヒドラジドによる標識や、イオンクロマトによる定性・定量
分析を検討した。なお、4P-X が含まれていることが報告されている Vivinal 
GOS®は入手できなかったため、Vivinal GOS®と同様に、高濃度のラクトース






 細菌（B. circulans）由来のβ-Gal として天野エンザイム社のビオラクタ FN5
を用いた。 
 






反応条件：50℃, 70 rpm, 24 hr 
酵素添加量：0.05～1.0 v/v% 
緩衝液：50 mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH 6.5) 
 
3.  ゲルろ過カラムクロマト 
 カラム担体は Bio-Gel P-2 Extrafine（BioRad社）を用いた。2.6φ×100 cm
カラムに担体を充填し、50 mMリン酸緩衝液（pH 5.5）で平衡化した後に、調
製したオリゴ糖溶液を添加した。流速を 18 mL/hrとし、10 min毎のフラクシ
ョンを回収し、分子量毎に分画した。糖の検出にはジニトロサリチル酸法を用
いた。また、糖組成は HPLC（方法 5-1）で確認した。 
 
4.  ピレン標識 
 凍結乾燥したオリゴ糖 1 mgに 1.5 µmol/20 µL PBH溶液（ピレンブタン酸ヒ
52 
 
ドラジド 15.9 mgをメタノール 700 µLに懸濁）を 20 µL、酢酸溶液（酢酸 20 µL
＋メタノール 160 µL）を 2.0 µL添加し、80℃で 20 min反応させた。1.7 M水
素化ホウ素ナトリウム溶液を 30 µL 添加し、40℃で 30 min インキュベートし
た。ミリ Q水 400 µLとクロロホルム 400 µL を添加し、撹拌後静置し、上層を
新しいチューブに回収した。再びクロロホルムを 400 µL添加し、撹拌後に静置
後の上層を新しいチューブに回収した。遠心後（15,000 rpm, 10 min, 4℃）の
上清をHPLC（方法 5-2）に供した。 
 
5.  HPLC分析 
 HPLCの分析条件は以下の通り。 
 
1)  HPLC-1 















 凍結乾燥したオリゴ糖 1 mgに内部標準としてラクトースを加えてイオンク
ロマト分析に供した。分析条件は以下の通り。 
 
本体：DIONEX – ICS 5000（サーモフィッシャーサイエンティフィック社） 




















表 2 イオンクロマト グラジエント条件 
(min) A(%) B(%) C(%) D(%) 
0 10 0 85 5 
25 40 0 10 50 
60 75 25 0 0 
60.1 0 100 0 0 
65 0 100 0 0 
65.1 10 0 85 5 








 B. circulans由来の β-Gal（ビオラクタ FN5）を用いて、ラクトースを基質に
GOSを調製した。10 mLの50 %ラクトース溶液[50 mMリン酸緩衝液（pH 6.5）
含む]に 0.1 w/v%のビオラクタを加えて酵素反応を行った。反応温度は 37℃と
50℃とし、Vivinal GOS®と同様の糖組成となるように調製した。調製した GOS









た溶液 2 mLをカラムにアプライし、3 mL毎にフラクションを回収した。糖の
検出はジニトロサリチル酸法を用いた。得られたクロマトグラムを図 32に示し
た。HPLC分析の結果からフラクション 57が目的の 4P-Xが含まれている 4糖









た凍結乾燥品 1.0 mgをピレン標識に供した。逆相 HPLC分析の結果を図 34に
示した。ピレンで標識することにより 4 糖の構造異性体同士を分離することが












4P-Xであることが分かった。全糖中の 4糖の存在比（10.2 %）と、4糖中の 4P-X
の存在比（11.5 %）から、全糖中の 4P-Xの存在比は約 1 %と算出され、文献情
報と概ね同等の数値であった。 
 図 31の文献情報では 4糖中の 1番のピーク（矢印）が 4P-Xとのことであっ
た。しかし、今回の図 35 の分析結果から、4P-X は 4 糖中の x のピークの可能










     ※矢印が 4P-Xと思われるピーク 
 















表 3  B. circulans由来 β-Gal で調製した GOSの糖組成 
 
  37℃ 50℃ VivinalGOS®※ 
>G5 6.8% 3.7% 3.5% 
G4 10.9% 10.4% 10.2% 
G3 22.5% 23.0% 23.6% 
G2 38.5% 42.7% 42.5% 
Glucose 20.2% 18.7% 18.5% 
Galactose 1.1% 1.5% 1.7% 
GOS(>G3) 40.2% 37.1% 37.3% 


















※カラム：Bio-Rad 社バイオゲル P-2（22mm×100cm） 
※糖の検出：ジニトロサリチル酸（DNS）法 
 









































A）B. circulans βGal_G4、B）4P-X、C）ピレンブタン酸ヒドラジド 
※分離カラム：ODS-80M（YMC社）  
 












A）B. circulans βGal_G4、B）4P-X、C）G4 + 4P-X 
 

















 本研究は、各種β-Galから調製した GOSに含まれる 4P-Xの定量を目的とし
ている。現在、商業的に販売されている各種β-Gal の特徴を表 1 に記載した。











とやや低いが（図 36）、乳糖に対する親和性は他のβ-Gal と比較して 4-8 倍も
高い。また、酵素の活性化にはカリウムイオンが不可欠であり、マグネシウム
イオンやマンガンイオンなどの 2 価の金属イオンが酵素の安定化には不可欠で
ある。牛乳の pHは 6.5 付近であり、カリウムやマンガンなどのミネラルが多く
含まれていることから、乳中のラクトースを最も効率的に分解することができ
る。反応開始 2時間後のラクトースの分解率が 50 %となるよう各種β-Galを乳
64 
 
に添加すると、50 %以降の分解速度は酵母β-Gal が最も早く開始され、約 24















 酵母（K. lactis）由来のβ-Gal として合同酒精㈱の GODO-YNL2、カビ（A. oryzae）
由来のβ-Gal として合同酒精㈱の GODO-FALを用いた。 
 






反応条件：50℃, 70 rpm, 24 hr 
酵素添加量：0.05～1.0 v/v% 
緩衝液： 
 ①細菌由来β-Gal：50 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.5） 
 ②酵母由来β-Gal：200 mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.5） 
































細菌は B.circulans由来のビオラクタ FN5（天野エンザイム社）、酵母は K. lactis
由来の GODO-YNL2（合同酒精㈱）、カビは A. oryzae由来の GODO-FAL（合













 前章と同様に、図 40 で調製した GOS をゲルろ過カラムで 4 糖画分を分取し
た。溶液 2 mLをカラムにアプライし、約 3 mL毎にフラクションを回収した。
糖の検出はジニトロサリチル酸法を用いた。得られたクロマトグラムを図 41に
示した。HPLC分析の結果から酵母由来はフラクション 57、カビ由来はフラク
ション 58が 4糖画分であることが確認された（図 42）。得られた 4糖画分（酵




4．各種 GOSに含まれる 4P-X量の比較 
 調製した酵母由来の凍結乾燥品 1.0 mgをイオンクロマト分析に供した。結果
を図 43に示した。文献情報から最も面積の大きい 15.58付近のピークは分岐 4
糖（Galβ1-6Galβ1-6Galβ1-4Glc）であることが推察された。4P-X の標品は
19.34分付近に検出され（B）、4P-Xの純品をサンプルに混ぜた共打ちの結果（C）
から 19.28付近のピークが 4P-Xであることが分かった。全糖中の 4糖の存在比
（3.0 %）と、4糖中の 4P-Xの存在比（4.7 %）から、全糖中の 4P-Xの存在比
は 0.14 %と算出された。前章の結果から、細菌β-Gal由来 GOSに比べると、







た。図 35 および図 43 と比べると分析ピークはシャープであった。また、過去
の文献のチャート（図 31）と細菌 B. circulans（C）はほぼ同様のパターンであ
った。以上のことから、図 44では正常なイオンクロマトの分析チャートが得ら
れたと考える。推測される 4P-Xの位置を黒矢印で示した（酵母 K. lactis 由来：
26.909分、カビ A. oryzae由来：26.775分、細菌 B. circulans由来：27.083分）。













1 mLに含まれる 4P-X量は表 4に示した通りとなり、酵母やカビ由来は細菌の
10～20 %程度であることが分かった。以上の結果から、酵母やカビのβ-Galで
















C）至適温度（pH 6.5）、D）温度安定性（pH 6.5、30分） 
 










※試料は牛乳、pH無調整、10℃、酵素添加量は、酵母 0.08 (w/v)%、細菌 0.2 %、カビ 0.2 % 
 








A) 25 mM, B) 100 mM 
 

































A)     B) 
 
※カラム：Bio-Rad 社バイオゲル P-2（22mm×100cm） 
※糖の検出：ジニトロサリチル酸（DNS）法 
 









A-1)     B-1) 
  
A-2)     B-2) 
  
A-1) K. lactis_GOS ゲルろ過前, A-2) ゲルろ過後 K. lactis_G4(Fraction 57) 
B-1) A. oryzae_GOS ゲルろ過前, B-2) ゲルろ過後 A. oryzae_G4(Fraction58) 
※分離カラム：CARBOSep CHO-620CA（Transgenomic社） 
 














A) K. lactis βGal_G4、B) G4 + 4P-X 
 














A) K. lactis_G4, B) A. oryzae_G4, C) B. circulans_G4、黒矢印：4P-X 








































































はあるが 4P-Xが検出されたが、その量は少なく B. circulans由来 GOSの 10～20 %と
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